T大颗粒淋巴细胞（T-LGL）增殖可以分为慢性一过性多克隆的淋巴细胞增多症和出现典型临床症状并存在单克隆证据的T大颗粒淋巴细胞白血病（T-LGLL）。2016年WHO将LGLL定义为一种持续性克隆性外周血LGL增多（\>6个月）为特征的异质性疾病，LGL绝对计数通常为（2\~20）×10^9^/L，病因不明[@b1]。由于检测技术的改进，现在普遍认为克隆性T-LGL绝对计数\>0.5×10^9^/L并符合相关临床症状即可诊断T-LGLL[@b1]。T-LGLL与自身免疫性疾病的相关性已得到公认，少数患者还与肿瘤、骨髓衰竭综合征等相关，这些患者大多数伴有全血细胞减少，T-LGL绝对计数更低。此外随着年龄增加，健康人群CD3^+^T淋巴细胞可以出现寡克隆或单克隆扩增[@b2]，因而外周血或骨髓中这些更低水平的克隆性T-LGL并非T-LGLL所特有[@b1]，有学者认为可能与意义未明的T细胞克隆性疾病（TCUS）部分重叠[@b3]。如何区分这些低肿瘤负荷的T-LGLL和非肿瘤的克隆性T-LGL增殖尚无统一标准。我们发现5例髓系肿瘤合并低水平克隆性T-LGL增殖的病例，具有相似的临床表现及实验室特征，现总结如下，希望加深对此类疾病的理解和认识。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾本院2017年11月至2018年11月5例明确诊断髓系肿瘤合并克隆性T-LGL增殖的患者，男2例，女3例，中位年龄60（47\~72）岁。髓系肿瘤诊断符合2016年WHO血液系统和淋巴组织肿瘤的分类标准。收集并分析诊断时年龄、性别、既往病史、临床表现、体格检查、影像学检查、组织病理、骨髓细胞形态学、外周血及骨髓流式细胞术检查、分子遗传学检查、二代测序、治疗方案、疗效、预后及转归等临床资料。

2．T-LGL克隆性检测：取患者外周血（肝素抗凝），根据已测T-LGL表型，应用CD3、CD5、CD7、CD8（设门抗体）及TCR Vβ24试剂盒进行克隆性分析，所用抗体及试剂盒来自美国BD公司及美国Beckman Coulter公司，应用BD CantoⅡ流式细胞仪进行检测，使用Beckman Coulter公司Kluza软件进行数据分析。

TCR重排基因检测：取患者骨髓（EDTA抗凝），应用德国QIAGEN DNA快速提取试剂盒提取骨髓单个核细胞基因组DNA。进行多重PCR后产物变性，应用美国AB公司的3730测序仪行片段分析。阳性判读：测序图谱显示为目的片段长度单克隆峰，无重叠峰，无杂带。

3．染色体核型：取患者骨髓标本，常规收获后火焰法制片，G显带。通过全自动扫描分析Ikaros系统（德国Metasystems公司产品）进行分析，核型描述依据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2009）》。

4．二代测序：取患者骨髓标本提取DNA，使用PCR引物扩增方法将目的基因（114个血液肿瘤相关基因）的目标区域进行富集扩增，并采用Ion Torrent测序平台进行测序，平均测序深度为1000×。测序后原始数据利用人基因组数据库（hg19/GRCh37）、dbSNP、1000 genomes、COSMIC、SIFT等公认数据库进行生物信息学分析，确定致病基因的突变位点。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：5例患者均明确诊断髓系肿瘤，其中低增生急性髓系白血病（AML-M~2a~）1例，骨髓增殖性肿瘤\[原发性血小板增多症（ET）\]1例，骨髓增生异常综合征（MDS）3例（原发性血小板减少症转化为MDS-RCMD1例，MDS-EB-2 2例）。既往史中例1于3年前患结核性胸膜炎，抗结核治疗期间出现白细胞减少\[WBC（2.3\~2.8）×10^9^/L\]，停用利福平后1年白细胞恢复正常。例2血小板减少5年，既往诊断原发性血小板减少症，6个月前确诊为MDS-RCMD伴骨髓纤维化。例3有长期甲醛接触史。例5 WBC、PLT升高2年。5例患者血常规异常时间超过6个月，最长为5年。体格检查及B超、CT影像学检查均未发现淋巴结、肝、脾肿大。5例患者的临床特征详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 5例髓系肿瘤合并克隆性T-LGL增殖患者的临床特征及血液学检查

  例号   性别   年龄（岁）   临床症状     既往史                  血液肿瘤    髓系原始细胞比例   WBC（×10^9^/L）   ANC（×10^9^/L）   HGB（g/L）   PLT（×10^9^/L）   LGL/LYM（%）   T-LGL绝对计数（×10^9^/L）
  ------ ------ ------------ ------------ ----------------------- ----------- ------------------ ----------------- ----------------- ------------ ----------------- -------------- ---------------------------
  1      女     57           发热         白细胞减少3年           AML-M~2a~   0.200              1.04              0.11              94           122               31.61          0.27
  2      男     60           呕血、便血   血小板减少5年           MDS伴MF     0.005              3.05              1.59              63           4                 43.25          0.68
  3      男     68           间断鼻出血   长期甲醛接触史          MDS-EB2     0.108              2.24              0.87              99           218               34.91          0.32
  4      女     47           头晕、黑便   全血细胞减少6个月       MDS-EB2     0.165              1.42              0.06              65           24                25.76          0.34
  5      女     72           无           白细胞、血小板增多2年   ET          0.001              12.83             9.84              107          1384              47.00          0.93

注：T-LGL：T大颗粒淋巴细胞；ANC：中性粒细胞绝对计数；LGL/LYM：大颗粒淋巴细胞/淋巴细胞；AML：急性髓系白血病；MDS：骨髓增生异常综合征；MF：骨髓纤维化；MDS-EB2：骨髓增生异常综合征伴原始细胞增多2型；ET：原发性血小板增多症

2．血常规及T-LGL计数：5例患者中4例（除例5）均出现白细胞减少伴贫血。其中3例粒细胞缺乏（2例\<0.5×10^9^/L），2例血小板减少。外周血检测CD3^+^CD57^+^T-LGL占淋巴细胞比例均\>25%，T-LGL绝对计数均\<1.0×10^9^/L。3例T-LGL绝对计数\<0.5×10^9^/L（[表1](#t01){ref-type="table"}）。骨髓病理检查仅ET患者报告T-LGL易见，其他患者均未报告，考虑这些患者骨髓增生较差，在明确的髓系肿瘤背景下，T-LGL计数极低，未针对T-LGL进行免疫组化检查。

3．免疫表型：5例患者均进行骨髓免疫分型检查，发现骨髓中除髓系原始细胞比例及表型异常（伴/不伴粒、红系分化异常）外，还存在一群CD3^+^CD57^+^T-LGL，其中3例为CD3^+^CD4^−^CD8^+^，2例为CD3^+^CD4^+^CD8^−^。均表达CD5，其中2例弱表达，3例正常表达；3例弱表达CD7，2例CD7表达缺失；5例均不表达CD16；4例CD56阳性；1例为γδT细胞型；颗粒酶B在检测的3例中均为阳性；此外CD4^+^CD8^−^患者检测CD26、CD30均为阴性（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 5例髓系肿瘤合并克隆性T大颗粒淋巴细胞（T-LGL）增殖患者的T-LGL免疫表型

  例号   mCD3   CD4   CD8   CD5   CD7   CD2   TCRγδ   CD57   CD56   CD16   CD94   CD161   Perforin   Granzyme B   CD45RA   CD45RO   CD25   CD26   CD30
  ------ ------ ----- ----- ----- ----- ----- ------- ------ ------ ------ ------ ------- ---------- ------------ -------- -------- ------ ------ ------
  1      \+     −     \+    Dim   Dim   \+    −       \+     \+     −      \+     −       \+         \+           Dim      Dim      ND     ND     ND
  2      \+     −     \+    Dim   Dim   Dim   \+      P+     \+     −      −      −       ND         \+           \+       −        ND     ND     ND
  3      \+     \+    −     \+    −     \+    −       \+     P+     −      ND     ND      −          \+           Dim      Dim      ND     −      −
  4      \+     \+    −     \+    −     \+    −       P+     \+     −      ND     ND      ND         ND           −        \+       −      −      −
  5      \+     −     \+    \+    Dim   \+    −       \+     ND     −      ND     ND      ND         ND           ND       ND       ND     ND     ND

注：Dim：弱阳性；P+：部分阳性；ND：未测

4．T-LGL克隆性检测：应用流式细胞术检测4例患者（除γδT细胞型患者）TCR Vβ表达谱，其中3例分别为Vβ3 78.03%、Vβ13.1 71.08%、Vβ3 53.55%，另外1例为24个亚家族总和明显减低（12.56%），均支持T-LGL的克隆性。5例患者均进行了TCR基因重排检测，4例阳性（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 5例髓系肿瘤合并克隆性T大颗粒淋巴细胞增殖患者T细胞克隆性检测

  例号   TCRVβ                          TCR重排
  ------ ------------------------------ -----------
  1      Vβ3（78.03%）                  β（+）
  2      未测                           γ、δ（+）
  3      Vβ13.1（71.08%）               γ、β（+）
  4      24个亚家族总和减低（12.56%）   γ、β（+）
  5      Vβ3（53.55%）                  （−）

5．染色体核型及二代测序：除AML患者检测出染色体核型异常，其余4例患者均为正常核型。5例患者二代测序均检出基因突变，其中例2检出STAT3 Exon21突变，突变率14.8%，该突变被认为是T-LGLL特异性突变。其他突变基因包括IDH2、DNMT3A、BCORL1、DDX41、ASXL1等（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 5例髓系肿瘤合并克隆性T大颗粒淋巴细胞增殖患者的染色体核型及二代测序结果

   例号  染色体核型                                       二代测序突变基因   突变位点   突变率（%）
  ------ ------------------------------------------------ ------------------ ---------- -------------
    1    46,XX,der(?7)t(?7;11)(q32;q13)\[3\]/46,XX\[6\]   IDH2               p.R172K    19.5
    2    46,XY\[20\]                                      DNMT3A             Exon23     3.7
                                                          STAT3              Exon21     14.8
    3    46,XY\[20\]                                      BCORL1             Exon6      100.0
    4    46,XX\[2\]                                       DDX41              Exon15     5.7
                                                          ASXL1              Exon12     6.1
    5    46,XX\[20\]                                      JAK2               Exon14     8.6
                                                          DNMT3A             Exon19     37.0
                                                          CARD11             Exon16     50.2
                                                          JAK2               Exon20     50.6

6．治疗及转归： 5例患者中4例接受了针对髓系肿瘤的治疗，其中例1给予CAG+地西他滨方案化疗，1个疗程达完全缓解（流式细胞术微小残留病检测阴性），因白细胞计数恢复而导致外周血T-LGL绝对计数较发病时有所升高，为0.51×10^9^/L，复查TCRβ重排仍为阳性。例2给予地西他滨去甲基化及环孢素A治疗，血常规无明显好转，后确诊T-LGLL，增加沙利度胺、达那唑、泼尼松治疗，血常规逐渐恢复正常，外周血T-LGL基本消失。例3给予地西他滨治疗5个疗程，髓系原始细胞比例明显下降，但患者外周血常规无明显改善，T-LGL比例及计数轻度下降。例5仅给予羟基脲控制血小板（[表5](#t05){ref-type="table"}）。

###### 4例髓系肿瘤合并克隆性大颗粒淋巴细胞（T-LGL）增殖随访患者的治疗及血液学结果

   例号  治疗方案                                                            随访时间   血常规   骨髓原始细胞比例                      
  ------ ------------------------------------------------------------------- ---------- -------- ------------------ ----- ----- ------ -------
    1    地西他滨+CAG，DAA，ID-Ara-C，AZA，ID-Ara-C，MA共6个疗程             8个月      4.43     3.25               117   158   0.29   0
    2    地西他滨×1；地西他滨+环孢素A+达那唑+沙利度胺+泼尼松×2；地西他滨×2   8个月      5.09     2.75               154   109   0.26   0
    3    地西他滨×7                                                          8个月      2.04     1.13               84    49    0.32   0.010
    4    地西他滨+环孢素A+司坦唑醇+乌苯美司×2；地西他滨×3                    7个月      1.77     0.55               69    64    0.35   0.233

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；CAG：阿糖胞苷+阿克拉霉素+G-CSF；DAA：地西他滨+阿克拉霉素+阿糖胞苷；ID-Ara-C：中剂量阿糖胞苷；AZA：阿扎胞苷；MA：米托蒽醌+阿糖胞苷

讨论 {#s3}
====

T-LGL在健康人外周血中约占淋巴细胞的5%\~10%，绝对计数（0.2\~0.4）×10^9^/L。病毒感染或自身免疫性疾病可能导致慢性一过性多克隆淋巴细胞增多，正常老年人外周血可出现寡克隆或小克隆T-LGL。T-LGLL发病年龄同样以中老年为主，国外报道最常见合并疾病为类风湿性关节炎，而国内以纯红细胞再生障碍为主[@b4]。5%\~10%患者合并自身免疫性血细胞减少症，包括纯红细胞再生障碍（5%）、自身免疫性溶血性贫血（3%）、特发性血小板减少性紫癜、Evan\'s综合征等。合并肿瘤发生率约10%，其中实体肿瘤\<4%，B细胞淋巴瘤5%\~7%，MDS\<4%，AML罕见[@b1]。2009年Malani等[@b5]报告了1例AML合并T-LGLL患者，化疗后AML部分缓解，T-LGLL稳定存在。也有研究中心报道超过30%的T-LGLL患者合并肿瘤，合并血液系统恶性肿瘤（19.9%）略高于实体瘤（17.3%），而血液肿瘤中以慢性淋巴细胞白血病（CLL）、MDS、毛细胞白血病（HCL）为主。鉴于高比例T-LGLL合并肿瘤，在肿瘤患者中筛查T-LGL增殖应该更积极，否则可能被误诊为"恶性肿瘤导致的血细胞减少症"[@b6]。我们统计的5例髓系肿瘤合并T-LGL增殖患者中，3例MDS，1例ET，1例AML，与文献结果基本相符。

免疫表型检测是鉴定T-LGL细胞的关键,通常这些细胞表现为胸腺后成熟效应记忆表型特征（CD3^+^/CD8^+^/CD57^+^/CD45RA^+^/CD62L^−^），伴或不伴CD16、CD56的表达，并表达NK细胞受体（KIR）和CD94/NKG2，表明这些细胞来源于晚期完全分化的细胞毒性T淋巴细胞（CTL）[@b7]。经典的T-LGL为CD3^+^CD8^+^CD57^+^CD28^−^表型，常见CD5和CD7表达减弱，少见的免疫表型包括CD4^+^，表达或不表达CD8，还有少数是CD3^+^ TCRɤδ^+^。部分病例与正常T-LGL表型相同，近期我们还发现极少数T-LGL不表达CD57、CD56或CD16，表明CD57阴性并不能排除T-LGL。文献报道CD4^+^T-LGLL有其特殊的临床表现和实验室特征，患者大多无明显症状，中性粒细胞减少及脾肿大较少见，T-LGL克隆较小，多为CD56^+^，TCRVβ检测多数为Vβ13.1扩增，与继发肿瘤和巨细胞病毒感染密切相关[@b8]--[@b9]。

目前T-LGLL的诊断主要根据临床表现、细胞形态学、免疫表型、T细胞克隆性[@b10]。如果符合特征性免疫表型，并通过TCR基因重排、Southern blot、TCRVβ等方法检测到T细胞克隆性，临床具有血细胞减少、脾大、类风湿关节炎或B症状等表现可诊断T-LGLL。目前诊断T-LGLL对于T-LGL绝对计数没有严格要求。近年有学者研究发现STAT3突变在中国T-LGLL患者中占21.4%[@b11]，建议STAT3和STAT5突变应该和其他血液学特点一起作为LGLL的诊断标准之一[@b12]。虽然克隆性是最关键的诊断依据，但克隆性是否等同于恶性肿瘤，已有学者提出不同观点。Sabnani等[@b13]对72例不明原因的血常规异常患者进行血液学评估，其中30例（42%）存在单克隆T-LGL细胞，这些患者均不存在感染或B症状，无重度粒细胞缺乏（中性粒细胞绝对计数\<0.5×10^9^/L）。其中10例伴随恶性肿瘤，其他伴随疾病包括原发免疫性血小板减少症、溶血、意义未明的单克隆免疫球蛋白血症（MGUS）、HIV（+）等。T-LGL占淋巴细胞中位比例22%，其中13例外周血T-LGL计数\<0.3×10^9^/L。24例（80%）患者在9年的随访中维持无疾病进展状态，仅1例患者3年后进展为T-LGLL，并在1年后死亡。因此类患者的普遍特征是缺乏症状和体征，没有明显的中性粒细胞减少和反复感染，RA血清学阴性，并且在大多数情况下表现为无需免疫抑制治疗的惰性病程，与T-LGLL临床特征有诸多差异。Singleton等[@b14]在264例外周血或骨髓中存在T-LGL的患者中进行免疫分型及TCRVβ检测，结果发现其中54例（20%）存在单克隆T-LGL。其中26例（51%）T-LGL绝对计数\<2.0×10^9^/L，合并B细胞克隆、髓系肿瘤（MDS、骨髓增殖性肿瘤、AML）、再生障碍性贫血、器官移植、实体瘤及自身免疫性疾病。随访的8例患者T-LGL克隆水平稳定，未出现与T-LGL克隆相关的死亡。这些学者建议将这类无明显临床症状，仅通过敏感的检测手段发现的低水平单克隆T-LGL归为TCUS，类似单克隆B淋巴细胞增多症（MBL）或MGUS。

在MDS患者中发现了类似情况，目前公认的T细胞介导的自身免疫性造血前体细胞损伤是MDS患者骨髓细胞增生不良的一个重要原因。对MDS患者进行T细胞Vβ亚家族扩增显示，CD8^+^T细胞更容易出现倾斜性增殖。但Vβ亚家族T细胞的扩增程度在不同类型MDS（RA、RARS、RCMD和RAEB）中没有明显差异，也与患者细胞减少程度无明显相关性[@b15]。2001年Saunthararajah等[@b2]报道了9例MDS合并T-LGLL的患者，外周血T-LGL绝对计数（0.08\~1.01）×10^9^/L，明显低于确诊的T-LGLL患者。作者提出2种可能：①T-LGL可能来源于MDS干细胞克隆；②T-LGL的扩增可能代表对MDS骨髓作为抗原的自身免疫应答。在这两种情况中均认为MDS早于T-LGL出现。而2009年M.D. Anderson癌症中心报道了9例与MDS相关的T-LGLL，其中3例在确诊MDS前有很长的T-LGL增殖病史，因此T-LGL与MDS发病的先后顺序及是否存在因果关系并不十分确定[@b16]。有学者发现STAT3突变可以存在于MDS和AA合并T-LGLL中，STAT3突变的存在可能揭示了血细胞减少与CTL细胞介导的免疫过程相关，可能更适合免疫抑制治疗[@b17]。本研究中的3例MDS患者均存在白细胞减少，这导致患者的T-LGL绝对计数均较低。这些患者除血细胞减少外，未出现脾肿大、类风湿关节炎等其他症状体征。除例2患者更倾向于诊断T-LGLL，其他4例患者T-LGL克隆较小且相对稳定，并未影响疾病疗效及预后，显示出偏良性的临床过程，诊断"白血病"未免过于激进。由于我们无法追溯单克隆T-LGL与髓系肿瘤发生的先后顺序，因此T-LGL是否参与了这些患者血细胞减少的过程仍是未知的，诊断TCUS更适合这些患者目前的疾病状态。但T-LGL克隆仍是今后长期监测和随访的重点内容之一，如果出现特征性的临床症状或STAT3/STAT5b这类特异性基因突变则需高度警惕恶变的可能，增加针对T-LGLL的免疫抑制治疗可能是调整治疗方案的方向。

目前国内的报道中，大多在确诊为T-LGLL的患者中发现了合并其他疾病的信息，前提是符合T-LGLL诊断标准。较少在其他疾病尤其是非血液疾病中评价T-LGL增殖情况。原因可能是非血液肿瘤医师对T-LGL增殖缺乏足够认识，较少使用流式细胞术进行淋巴细胞免疫表型检测，这可能也导致了我们国内低肿瘤负荷的T-LGLL合并纯红细胞再生障碍等血液系统疾病的比例高于合并其他自身免疫性疾病的比例。其次在检测时如果发现明确的肿瘤细胞，非主导地位的低水平的T-LGL容易被忽视而导致漏诊；或未使用足够的单克隆抗体对淋巴细胞性质进行鉴定。因此T-LGL增殖的发病率可能被低估，有必要在肿瘤、自身免疫性疾病、血液系统疾病甚至正常人群中进行普查，有助于揭示T-LGL增殖的临床过程，增加对偏良性的T-LGL增殖与T-LGLL的鉴别手段。对于T-LGL细胞克隆性的鉴定，通过流式细胞术检测TCRVβ和PCR法检测TCR基因重排均是敏感手段[@b18]--[@b19]。TCR基因重排中，TCRɤ、TCRβ是检测淋巴瘤克隆性基因重排最常用的靶点，主要是由于基因重排发生于早期且不仅存在于ɤδT细胞，也存在于αβT细胞中[@b20]。即使鉴定出克隆性，也要注意到未必都是肿瘤，只是目前的认知及检测水平还不能完全区分。国内学者近期也提出一些检测出克隆性但具有偏良性生物学行为的淋巴肿瘤，不能简单地定义为恶性肿瘤[@b21]。治疗策略上不需要过度干预，但克隆性仍是今后长期监测和随访的重点。
